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57© Resumen:
Obtención de etanol en condiciones de alta presión osmó-
tica mediante Schizosaccharomyces pombe (CECT
12775) La invención que se reivindica en la presente soli-
citud consiste en el uso del microorganismo Schizo-
saccharomyces pombe (CECT 12775) para la obtención
de etanol en condiciones de alta presión osmótica me-
diante fermentación de mosto de melaza. El mencionado
microorganismo es una cepa salvaje autóctona, sin mo-
dificar genéticamente, cuya utilidad se demuestra en los
ejemplos descritos en la invención. El uso de dicha cepa
en dispositivos industriales puede contribuir a la disminu-
ción de empleo de agua y a la concomitante disminución
de volumen de vertido contaminante.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
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DESCRIPCIÓN
Obtención de etanol en condiciones de alta presión osmótica mediante Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775).
Sector de la técnica
La invención se encuadra dentro del Area Agroalimentaria, en el sector de industrias de fermentación alcohólica y
los subsectores de destilerías, alcoholeras y azucareras, que generan vertidos con importante impacto medioambien-
tal.
Estado de la técnica
La invención que se reivindica en la presente solicitud consiste en el uso del microorganismo Schizosaccharomyces
pombe (CECT 12775) para la obtención de alcohol de grado alimentario a partir de sustratos azucarados tales como
melazas de caña y remolacha en condiciones de alta presión osmótica.
En el esquema productivo de las alcoholeras se incluye como operación básica el proceso de fermentación alco-
hólica, mediante el cual una levadura transforma los azúcares de las melazas de caña o remolacha en etanol y dióxido
de carbono. En la actualidad se utilizan dos tipos de procesos fermentativos: Proceso discontinuo y proceso continuo.
La diferencia entre uno y otro estriba en que en el primer caso, el tránsito entre la cuba o cubas madre y las cubas de
fermentación es discontinua, todo lo contrario de lo que ocurre en el proceso continuo. En el proceso discontinuo la
siembra de la levadura se realiza a partir del pié de cuba elaborado en la cuba madre, mientras que en el segundo caso
la levadura se recicla.
Una vez finalizado el proceso fermentativo, es necesario separar el etanol por destilación debido a su baja concen-
tración (entorno 8º G.L.), tras la cual se genera la vinaza, que es un residuo líquido con sólidos en suspensión formados
fundamentalmente por sales y biomasa. Se originan unos 13 l de vinaza por litro de etanol producido, conteniendo del
3-6% de sólidos (w/w), con una DQO de 40-120 g/l fundamentalmente originada por su alto contenido en azúcares
residuales [Seoanez, M. (2003). Manual de tratamiento, reciclado y aprovechamiento y gestión de aguas residuales de
las industrias agroalimentarias. Ed. A. Madrid y Mundi-Prensa, Madrid.465 pp.]. Una destilería con una producción
diaria de 100 m3 de etanol produce aproximadamente una descarga de vinazas de 1300 m3 [Pieper, A.1990. Utilization
of waste material in alcoholic industry. Food Biotechnol. 4,203-204].
Debido a la legislación en materia de medio ambiente, los vertidos del tipo vinazas deben ser limitados al máximo
y/o tratados para disminuir su impacto medioambiental. Esto se lleva a cabo por tratamientos biológicos aerobios
y ozonización [Benitez, F.J.; Real, F.J.; Acero, J.L.; Garcia, J. Y Sánchez, M. 2003. Kinetics of the ozonation and
aeróbic biodegradation of wine vinasses in discontinuous proceses. J. Hazard. Mat. B101, 203-218], por digestión
anaerobia [Beltrán, J. 2003. Digestión anaerobia de aguas residuales con alta carga orgánica. Aliment. Eq. Tecnol. 22
(178),87-92], incineración [Navarro, A.R.; Sepúlveda M.C. y Rubio, M. C. 2000. Bio-concentration of vinasse from
the alcoholic fermentation of sugar cane molasses. Waste Manag. 20,581-585] etc. Todo ello supone unos costes que
interesa reducir.
Una forma de disminuir la contaminación de las vinazas es disminuir el volumen de su vertido. Esto puede llevarse
a cabo mediante el reciclado de las vinazas para su uso como diluyente de la melaza a fermentar, en lugar de agua.
El problema es que un mosto de melaza obtenido mediante el reemplazamiento parcial o total de agua por vinaza
experimenta un aumento en su presión osmótica que impide el correcto desarrollo de la fermentación por las leva-
duras comúnmente utilizadas, pertenecientes a la especie Saccharomyces cerevisiae. Se ha estudiado la posibilidad
de aumentar la osmotolerancia en cepas de esta especie [ A.T. Salek, W.M. Arnold. 1994. Construction of etanol
resistant, osmophilic industrial strains of Saccharomyces sp. Chem. Mikrobiol. Technol. Lebens. 15, 5/6, 165-183].
Sin embargo se conocen especies como Schizosaccharomyces pombe cuyas cepas salvajes son más osmotolerantes
que las de Saccharomyces [A.B. Chadauri y S.B. Chinkolkar. New osmotolerant Schyzosaccharomyces for etanol
production. J. Food. Sci. Technol. Ind. 36, 2, 166-169; M.C. Dale, N. Perrin y M. Okos. Etanol from concentrated
sucrose and molasses solutions using S. pombe in an immobilized cell reactor separator. AlChE Symp. Ser. 90,300,
56-62].
Schizosaccharomyces pombe es una levadura de interés en la industria enológica por su capacidad de metabolizar
el ácido málico [Maria Joa˜o Sousa, Manuel Mota and Cecilia Lea˜o. 1995. Effects of ethanol and acetic acid on the
transport of malic acid and glucose in the yeast Schizosaccharomyces pombe: implications in wine deacidification.
FEMS Microbiol. Letters, 126, 2, 197-202] [Patente de invención WO9008820, Fecha de publicación 9-08-1999
L-malic acid degrading yeast for wine making, Solicitante Univ Caxias Do Sul (BR), Inventores Dillon Aldo Jose
Pinheiro; Pasqua) Mirian Salvador,Serafini Luciana Atti; Carrau Juan L.] También ha sido utilizada para producir
etanol a partir de azúcares provenientes de la hidrólisis de celulosa [Patente de invención US5372939, Fecha de
publicación: 13-12-1994. “Combined enzyme mediated fermentation of cellulous material and xylose to etanol by
Schizosaccharomyces pombe, cellulase, beta-glucosidase and xylose-isomerase”. Solicitante: US Army, Inventores:
S.M. Lastick, Ali Mohagheghi, P.M. Melvin y K. Grohmann].
No existen antecedentes del empleo de Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) como agente fermentativo
para la obtención de etanol a partir de melazas cuyos mostos han sido elaborados reemplazando el agua de dilución
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parcial o totalmente por vinazas. Sí los hay en los que se describe tal reciclado parcial del deshecho producido tras
la destilación [R. Thorsson Conny. 1989. Process for the production of ethanol through molasses fermentation. Nº
Pat. US4886751; R. Thorsson y J. Viira. 1982. Production of ethanol. Nº Pat. US4358536], pero nunca con la cepa
Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775).
Descripción de la invención
- Breve descripción de la invención
La presente invención consiste en un procedimiento para la obtención de etanol utilizando Schizosaccharomy-
ces pombe (CECT 12775) a partir de melazas cuyos mostos han sido elaborados mediante la sustitución parcial de
agua por vinazas de destilación. Esta sustitución permitirá la reducción del volumen de agua necesario para la fabri-
cación de etanol y, como consecuencia, la reducción del volumen de vertido de vinazas al medio ambiente, aspec-
tos ambos que permitirán abaratar los costes de producción y aprovechar los azúcares residuales que queden en las
vinazas.
El empleo de Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) es absolutamente novedoso por que dicha cepa no ha
sido reivindicada con anterioridad para este fin industrial. Si bien existen patentes en el mismo sector industrial como
la Patente de invención GB454766 [Fecha de publicación 1936-10-07, Improvements in and relating to the brewing of
beer Solicitante Emil Pauls] y la Patente de invención GB470670 [Fecha de publicación 1937-08-19, Improvements
in and relating to the brewing of beer. Solicitante Emil Pauls] cuyo objeto era la fabricación de cerveza pero para
bajar el contenido del extracto para personas diabéticas o con sobrepeso. La ventaja respecto al estado de la técnica
es que permitirá el reciclado de vinazas y la disminución del uso de agua sin detrimento de la producción de etanol,
todo ello en base a su capacidad de fermentar azúcares del mosto de melazas en presencia de alta concentración de
sólidos.
- Descripción detallada de la invención
El uso de Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) permitirá la reducción casi total del poder contaminante de
las vinazas, por eliminación de sus azúcares, y la obtención de un producto de valor industrial, como es el etanol, con
un menor consumo de agua.
Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) puede aplicarse al substrato que pretendamos fermentar, sea mosto
de melaza de caña o remolacha, en forma de inóculo sólido o líquido. Su máximo rango de producción de etanol se
obtiene si el inóculo proviene de cultivos aclimatados a la presión osmótica del sustrato a transformar, en este caso
mosto de melaza. La temperatura idónea de conservación de Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775), depende
de la forma de presentación del cultivo. Si se trata de cultivos líquidos, conviene no superar los -70ºC para asegurar
así su viabilidad durante un año. Si se trata de cultivos liofilizados, recomendamos el mantenimiendo de tempera-
turas de refrigeración (<10ºC), aunque puede estar a temperatura ambiente y conservarse de forma correcta durante
varios años. La inoculación aséptica de dicho microorganismo, conviene que alcance una concentración de al menos
106 u.f.c./mL ó g, para que pueda superar con éxito la fase de latencia que comporta toda inoculación, así como la
posterior colonización del substrato inoculado que asegure la producción de etanol a niveles aceptables, compitiendo
favorablemente con la microbiota interfiriente presente.
La presente invención consiste en el empleo de la levadura Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) para la ob-
tención de etanol en condiciones de alta presión osmótica a partir de mostos de melaza diluidos al menos parcialmente
con vinazas de destilación.
Aunque en general las cepas de Schizosaccharomyces pombe producen menos alcohol que las de Saccharomyces
cerevisiae, se ha descrito que en el conjunto de procesos continuos con reciclado continuo de vinazas y levadura, el
rendimiento del proceso aumenta considerablemente permitiendo pasar de menos de 10 kg de etanol/m3 de mosto de
melaza a alcanzar en óptimas condiciones los 15 kg de etanol/m3 de mosto de melaza [R. Thorsson Conny. 1989.
Process for the production of ethanol through molasses fermentation. Nº Pat. US4886751].
Para mantener la cepa Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) en condiciones óptimas en procesos industriales
se le aplica una etapa regenerativa consistente en dos fases:
1. Etapa de lavaje de las levaduras: el vino proveniente de una cuba en el final de la fermentación, es centrifugado
una primera vez. La crema de levadura se mezcla con agua en la relación 1:1 en volumen, se le insufla aire durante
una hora y da lugar a la leche primaria
2. Etapa de tratamiento ácido: la leche primaria se centrifuga, con objeto de concentrar al máximo la crema de
levaduras y eliminar los “no-azúcares”, dando lugar a la leche secundaria y posteriormente se acidula con ácido
sulfúrico para evitar la contaminación bacteriana.
Regenerada la levadura se procederá a su inoculación en fermentador industrial mediante la elaboración de un
pié de cuba: después del tratamiento químico, se dejará a la levadura que se multiplique rápidamente antes de ser
puesta en la fermentación, sin aire y con un grado alcohólico elevado, de tal manera que el mosto fuerte sea co-
3
510
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
ES 2 257 206 B1
lado rápidamente sobre el pié de cuba que permanecerá aireado, de manera que, las levaduras comiencen su de-
sarrollo. La biomasa y los sólidos que se separarán en la centrifugación serán mezclados con nuevos nutrientes y al
haber un sistema de aireación, la fermentación se desarrollará de forma uniforme y constante en el tiempo. Al haber
un proceso de regeneración de levadura, se enriquecerá el medio en biomasa, dando lugar a que los azúcares que
entren en el fermentador sean transformados rápidamente en etanol y CO2, aumentando con ello la producción de
etanol.
Una vez realizada la fermentación de la melaza se extraerá por la parte baja del fermentador o cuba de fermentación
un volumen de líquido suficiente como para separar más del 75% de los sólidos en suspensión del vino. Realizada la
centrifugación diferencial necesaria para separar los individuos de Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) del
resto de los sólidos, se obtendrá la crema de levadura que sufrirá el tratamiento anteriormente indicado, mientras que
el líquido y los sólidos restantes (vinaza exenta de levadura y demás microbiota interfiriente) se someterán a destilación
para eliminar el etanol producido durante la fermentación. En un proceso normal de fermentación hay un contenido en
materia seca de aprox. 10%, mientras que en el proceso que podrá realizarse con Schizosaccharomyces pombe (CECT
12775) se podrá llegar a superar el 15%. Esto hará que evidentemente la tasa de crecimiento de disminuya y, por lo
tanto, también la cantidad de etanol producido, pero en términos globales, el reciclado continuo permitirá pasar de
menos de 10 kg de etanol/m3 de mosto de melaza a alcanzar en óptimas condiciones los 15 kg de etanol/m3 de mosto
de melaza. El ahorro se alcanzará no sólo por el agua de menos que se use, si no indirectamente por la reducción de
costes en evaporación y por, sorprendentemente, una reducción considerable en el tiempo de residencia del mosto de
melaza en el fermentador, no superando las 10 h.
Ejemplos de realización de la invención
Ejemplo 1
Obtención de etanol con Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) por fermentación de mosto de melazas obtenido
por dilución con agua
Para comprobar la capacidad de fermentación de la cepa Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) se puede
llevar a cabo un experimento sencillo sobre melaza diluida con agua.
Se toman 12,5 g de melaza y 50 ml de agua (relación ¼), añadiendo 0.4 g de fosfato diamónico y 0.3 g de sulfato
magnésico, ajustando a pH=4.5. Se inocula el mosto de melaza así obtenido con dos colonias de un cultivo en placa
de agar YPD (extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 1%) de Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) y de
una cepa de Saccharomyces cerevisiae como control. Se mide la pérdida de peso debida a la producción de CO2, con
lo que sabemos si el microbio es o no capaz de fermentar. Tras 170 h de incubación A 30ºC los resultados fueron los
siguientes:
Horas de incubación Schizosaccharomyces pombe Saccharomyces cerevisiae control
(CECT 12775)
0 0 0
3 0.0041 0.0058
6 0.0170 0.0375
22 0.4813 1.4401
24 0.5382 1.5765
26 0.6190 1.8065
30 0.8059 2.1690
46 1.4157 2.5660
48 1.4852 2.5801
54 1.6607 2.6175
70 2.1003 2.6742
72 2.1510 2.6789
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(Continuación)
Horas de incubación Schizosaccharomyces pombe Saccharomyces cerevisiae control
(CECT 12775)
74 2.1934 2.6820
78 2.2950 2.6870
94 2.5613 2.6936
170 2.7630 2.6671
La capacidad de producir etanol a partir de la melaza queda así demostrada.
Ejemplo 2
Obtención de etanol con Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) por fermentación de mosto de melazas obtenido
por dilución con contenido variable de vinazas de destilación
Antes de inocular una mosto de melaza obtenido mediante la dilución de melaza con vinaza, conviene cerciorarse
de que la cepa Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) es más osmotolerante que una cepa de Saccharomyces
cerevisiae CONTROL. Para ello basta con inocular un agar YPD suplementado con sorbitol en concentración creciente
desde 1 M a 3.6 M, incubando el cultivo durante 72 h a 30ºC. A partir de 3.3 M sólo es capaz de crecer la cepa
Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775).
La vinaza obtenida por destilación de la fermentación anterior de mostos de melazas de origen diverso, se utiliza
para diluir melaza que vaya a ser fermentada con Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775). Un experimento que
demuestra la utilidad de la cepa para la fermentación de melazas con alto contenido en sólidos es el siguiente. Se
toman 40 g de melaza y se diluye relación ¼) en 160 ml de vinaza al 15, 20, 30 y 40% de concentración (v/v) en agua,
realizándose el experimento durante 263 h de incubación a 30ºC. Se obtienen los siguientes resultados en g de peso
perdido por transformación de azúcar en CO2 en el caso de sustitución por vinazas:
Horas de Incubación Vinaza al 15% Vinaza al 20% Vinaza al 30% Vinaza al 40%
0 0 0 0 0
4 0.0646 0.0005 0.0034 0.0135
24 0.4619 0.1090 0.0623 0.0435
95 2.0704 1.3014 1.3376 1.1568
144 2.1591 1.7574 1.9247 1.17326
167 2.0435 1.8868 2.05 1.8497
263 2.0752 1.9860 2.1799 1.9325
La capacidad de producir etanol a partir de la melaza diluida en vinazas por la cepa Schizosaccharomyces pombe
(CECT 12775) queda así demostrada.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de producción de etanol caracterizado por utilizar la especie Schizosaccharomyces pombe en la
fermentación de sustratos azucarados que contienen mostos de melazas de cualquier tipo, diluidos en condiciones de
alto contenido de materia seca superiores a un 10%.
2. Procedimiento de producción de etanol según la reivindicación 1 caracterizado porque el microorganismo
empleado de la especie Schizosaccharomyces pombe corresponde con la cepa CECT 12775.
3. Procedimiento de producción de etanol según las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque el sustrato azuca-
rado que contiene mostos de melazas contiene mostos de melazas diluidos con un contenido de materia seca superior
al 15%.
4. Procedimiento de producción de etanol según las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado porque el sustrato azu-
carado contiene mostos de melazas de caña o remolacha.
5. Procedimiento de producción de etanol según las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado porque los mostos de
melazas son parcialmente diluidos con agua.
6. Procedimiento de producción de etanol según la reivindicación 5 caracterizado porque los mostos de melazas
son parcialmente diluidos con agua en relación ¼ añadiendo fosfato diamónico, y sulfato magnésico y ajustando el pH
a 4, 5 e incubándolo a 30ºC.
7. Procedimiento de producción de etanol según las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado porque los mostos de
melazas son parcialmente diluidos con vinazas de destilación de cualquier origen.
8. Procedimiento de producción de etanol según la reivindicación 7 caracterizado porque los mostos de melazas
son parcialmente diluidos con con vinazas de destilación de concentración comprendida entre el 15% y el 40% v/v en
relación ¼ e incubándolo a 30ºC.
9. Microorganismo de la especie Schizosaccharomyces pombe (CECT 12775) caracterizado por producir etanol a
partir de sustratos azucarados en condiciones de alto contenido de materia seca,según las reivindicaciones 1 a 8.
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